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DISPOSITIF DE DIAGNOSTIC RAPIDE DE TOUTE MOLECULE 
GLYQUEE ET PRQCEDE DE MISE EN OEUVRE 

La presente invention est relative a un test de 
diagnostic rapide de la presence dans un echantillon 
biologique d'une substance glyquee ou glycosylee quand 
celle-ci est presente simultanement avec la meme 
molecule non glyquee ou non glycosylee ; cela est 
particulierement indique dans le cadre du suivi de la 
glycemie chez les diabetiques. 

Par substance glyquee ou proteine glyquee, on 
entend tout type de substance a laquelle est liee de 
quelque fagon au moins une molecule de glucose seule ou 
en association avec d'autres molecules de sucre, la 
liaison etant de preference de type covalant, non 
enzymatique, alors que le sucre ajoute par voie 
enzymatique sur une substance genere une molecule 
glycosylee, ou glycoproteins si la substance est une 
proteine. 

Des exemples particuliers de substance glyquee 
peuvent etre 1 ■ hemoglobine glyquee, l'albumine glyquee 
pour les premiers. 

Le dispositif et le procede pour le diagnostic 
rapide de la presente invention est particulierement 
original en ce sens qu'il permet de discriminer dans un 
liquide biologique une glycoproteine ou une proteine 
glyquee de la meme proteine depourvue de tout residu de 
sucre. 

Etat de la technique de dosage de proteines 

glyquees 

Les numeros de references entre parentheses 
renvoient a une liste de references en fin de la 
description. 

Un cas particulierement crucial ou il est 
necessaire de pouvoir doser des proteines glyquees dans 
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le sang est le cas du suivi de la glycemie chez les 
diabetigues ; aussi c'est ce type de dosage gui a 
permis de mettre au point les technigues les plus 
sophistiquees pour permettre de trouver un marqueur et 
de doser une proteine particuliere gui est 
1 'hemoglobine glyguee dans le cadre du suivi d'un 
traitement ; ce suivi peut etre realise de differentes 
manieres : 

- le dosage du glucose, 

- le dosage du f ructosamine , 

- le dosage des proteines glyguees, notamment 
l'albumine (1) ou 1 'hemoglobine (2). 

L 1 analyse de la litterature revele que le dosage 
des hemoglobines glyguees (3-6) (en particulier 
1 'hemoglobine Ale), presente un interet considerable 
dans le suivi a long terme de 1' evolution de la 
glycemie. En effet, des produits de reaction entre 
1 'hemoglobine et le glucose se forment et sont 
accumules dans les globules rouges durant toute leur 
existence (soit 12 0 jours) • Les chercheurs ont montre 
qu'il existe une correlation entre le taux 
d' hemoglobine glyquee circulante chez les diabetiques 
et leur concentration sanguine ou urinaire en glucose 
libre dans les semaines precedant l'examen (7). II 
s 1 agit la d 1 une bonne methode pour suivre 1 1 evolution 
du diabete (2) et prevenir ses complications (8,9). Les 
patients diabetiques peuvent avoir des taux 
d' hemoglobine glyguee de 2 a 4 fois superieurs a la 
moyenne, mais qui peuvent revenir a la normale dans le 
cas de therapies adaptees. 

La premiere methode de dosage des 
"glycohemoglobines" a ete mise au point par TRIVELLI en 
1971 (10) . Cette methode utilise une colonne de 
chromatographie d'echange de cations de faq:on a 
fractionner 1 'hemoglobine en 4 fractions en fonction de 
la charge : hemoglobine Ao (HbAo) , 1 'hemoglobine Ala 
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(HbAla) , hemoglobine Alb (HbAlb) et hemoglobine Ale 
(HbAlc) . L 1 hemoglobine Ao represente la majeure partie 
(environ 92 %) , les hemoglobines Ala et Alb ne sont pas 
completement separees (2,5 %) et 1 'hemoglobine Ale 
represente 5,5 % de 1 'hemoglobine totale. Cette methode 
qui n'est pas d'un usage facile en analyse de routine, 
a permis d'une part, d'etablir des valeurs cliniques du 
dosage des hemoglobines glyguees, et d' autre part, de 
montrer des differences signif icatives dans les 
distributions des differentes hemoglobines chez les 
patients atteints de diabete et chez les patients 
normaux. 

Au milieu des annees 1970, des firmes commerciales 
(par exemple ISOLAB en 1977) ont developpe et 
commercialise des tests de dosage des hemoglobines 
glyquees (essentiellement HbAl) par echange d'ions. A 
cette epoque, 1 "hemoglobine Ale etait consideree come 
etant la seule espece glyquee de 1 'hemoglobine. 
L' hemoglobine Ale est une glycohemoglobine dont la 
sequence des aminoacides est identique a celle de 
1 'hemoglobine. La seule difference qui l'en distingue 
est la fixation par voie non enzymatique (ou glycation) 
d'une molecule de glucose ou de glucose-6-phosphate sur 
le residu valyl terminal de la chaine (beta) suivi par 
un rearrangement d 1 Amador i. 

Une autre technique permet de quantifier 
1 'hemoglobine Ale : il s'agit de 1 1 isoelectrophorese en 
gel d ! agarose ou IEF (11-14) proposee par certaines 
firmes commerciales depuis le debut des annees 1980. 
Cette technique, bien que tres performante, est tres 
lourde a mettre en oeuvre et necessite un materiel 
complexe et un personnel technique tres qualifie. 

En 1976, une technique de dosage utilisant I'acide 
thiobarbiturique (TBA) a ete decrite par FLUCKIGER et 
WINTHERHALTER (15). Elle a ete modifiee en 1979 (16, 
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17) et a revele des applications interessantes pour le 
dosage de nombreuses proteines glyquees (18, 19). 

Par la suite, des systemes HPLC utilisant des 
resines echangeuses d'ions pour separer HbAl et HbAlc 
ont ete developpes (20-22). 

A la fin des annees 1970 , des travaux portant sur 
les hemoglobines glyquees mettent en evidence 
l 1 existence d'une fraction labile intermediaire 
"glycosylable" de fa?on reversible et dont la 
concentration depend du taux de glucose circulant 
(25-28). Les techniques de dosage par echange d'ions ne 
permettent pas de faire la distinction entre les 
hemoglobines glyquees labiles et stables. II est done 
necessaire de pretraiter 1 1 echantillon avant le dosage 
de fa?on a eliminer la fraction labile (29, 30). De 
plus, d'une part, ces techniques sont influencees par 
la temperature qui doit etre imperativement controlee 
(31), et d»autre part, les variants de 1 'hemoglobine 
interf erent et rendent 1 1 interpretation des resultats 
difficile (32-34) . 

Au milieu des annees 1980, avec l'avenement des 
anticorps monoclonaux, les chercheurs ont tente de 
mettre au point des dosages de type ELISA (22-24) . 
Aucun de ces tests n'a pu etre commercialise, ni meme 
utilise dans des laboratoires de recherche. La 
difficulty technologique reside dans le fait que les 
anticorps monoclonaux mis en oeuvre doivent etre tres 
specif iques de 1 'hemoglobine glyquee et ne doivent pas 
reconnaitre 1 'hemoglobine normale. 

La chromatographie d'af finite est la methode de 
dosage de 1 'hemoglobine glyquee la plus recente (35, 
36). Cette methode est basee sur la capacite de l'acide 
boronique a former un complexe avec les groupes cis- 
diol des sucres en particulier du fructose et du 
glucose (35). L'acide boronique (acide 

aminophenylboronique) est couple a une matrice de 
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chromatographie adaptee permettant de lier les 
hemoglobines glyquees. Les especes glyquees liees sont 
eluees avec du sorbitol et quantifiees en 
spectrophotometrie (35-42). Cette technique est moins 
sensible aux variations de temperature et de pH que les 
techniques d'echange d'ions. Elle n'est pas influencee 
par la presence d 'hemoglobine Al, F, S, C, E ou 
carbamylee. 

Actuel lenient, trois methodes peuvent etre 
utilisees en routine : chromatographie d'echange 
d'ions, electrophorese en gel d» agarose et 
chromatographie d'af finite (43). Toutes ces methodes 
sont correlees entre elles et ont une bonne precision, 
mais la calibration et les procedures de controle de 
qualite sont dif f icilement standardisables. 

En revanche, la technique dite au boronate (43) 
qui semble presenter le meilleur potentiel presente 
malgre tout des inconvenients qui sont un appareillage 
lourd et complexe, cout eleve de I'analyse, necessite 
d'utiliser des personnels de haut niveau technique. 

Etat de la tec hnique sur les tests de diagnostic 
rapide 

II existe de nombreux tests de diagnostic rapide 
utilisant le principe de la chromatographie allie a 
celui de la constitution de paires d f af finite et de 
revelation par tout moyen simple et direct, notamment 
colorimetrique, et mettant en oeuvre plus 
particulierement des reactions de type antigene- 
anticorps soit par formation de sandwich, soit par 
competition ; a titre d'exemple, on pourra citer : 
le brevet EP 306 772 au nom de ABBOTT ; ce brevet 
decrit un dispositif de test rapide de type 
chromatographique qui fonctionne par capillarite, qui 
possede une zone dans laquelle est fixee un ligand de 
la substance a analyser, ainsi qu'un materiau de 
fixation specifique marque permettant la revelation de 
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la reaction des deux parties de la paire d'af finite 
l'une avec l 1 autre, Le support de cette reaction est 
constitue de materiaux deja utilises pour la 
chromatographic, de type fibreux non tisse ou encore 
des substrats microporeux ou microgranules. 

Ce type de procede ne met en oeuvre gu'un seul 
support et permet la reaction de test de type sandwich 
ou par competition ; il necessite en outre un 
traitement de la bande de support posterieure a la 
reaction et destine a bloquer les sites de fixation 
eventuellement en exces sur ledit support ; enfin aucun 
type de controle interne de bon f onctionnement de la 
reaction n'y est prevu, ce qui peut rendre parfois 
1 1 interpretation dudit test difficile. 

La demande de brevet WO 91/12528 au nom de HYGEIA 
SCIENCES decrit un dispositif de diagnostic rapide 
comprenant un support solide sur lequel les substances 
constitutives de paires d'af finite migrent par 
capillarite. Des reactions de type sandwich ou 
competition obtenues par reaction d'antigenes avec des 
anticorps sont ensuite susceptibles d'etre bloquees par 
un systeme de capture de type avidine/biotine ; la 
deuxieme partie d'une paire d'affinites devant reagir 
avec la substance a doser peut etre marquee par une 
substance de type or colloidal et par une substance 
capturable de type biotine. Cependant ce test de type 
immunologique antigene-anticorps ne permet pas de 
discriminer dans un liquide biologique le pourcentage 
pour une proteine donnee de celle qui pourrait etre 
glycosylee ou glyquee par rapport a celles qui ne le 
sont pas. En outre, rien dans ce brevet ne permet non 
plus d'eliminer une eventuelle reaction due a des faux 
positifs et notamment en cas de reaction contre des 
anticorps d'espece qui auraient servi comme revelateurs 
de la reaction. D'autres demandes de brevet ou brevets 
decrivent des tests rapides de type bandelette, la 
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totalite de ceux-ci etant basee sur des reactions de 
type antigene-anticorps. A titre d'exemple, on peut 
citer le brevet US 4 868 109, plus particulierement 
applique a la serologie, la demande de brevet 
WO 94/07141 qui est un double test dont une partie 
permet un controle et 1 1 elimination des faux positifs, 
les demandes de brevet EP 291 194 et EP 560 411 
decrivant un dispositif permettant le diagnostic rapide 
de la presence d'une substance dans un echantillon 
biologique, test immunologique faisant jouer egalement 
des reactions de type antigene-anticorps, la revelation 
etant realisee par marque a 1 1 or colloidal. 

II en est de meme des brevets EP 183 442, 
EP 286 371, EP 250 137, EP 207 152, EP 398 913, 
WO 94/07136, EP 174 247. 

Aucun de ces tests dans aucun de leur mode de 
realisation ne permet de discriminer clairement entre 
une proteine glyquee d'une proteine non glyquee 
lorsqu'elles sont presentes simultanement dans le 
liquide biologique a doser. 

La figure la represente le dispositif dans son 
boitier. La figure lb represente une vue en coupe 
longitudinale de profil des differents elements du 
dispositif comprenant le filtre, le reservoir, une 
premiere membrane de nitrocellulose, la membrane 
activee de capture, la deuxieme membrane de 
nitrocellulose comprenant la zone temoin de bon 
f onctionnement, la zone buvard hygroscopique, le tout 
pose sur un support plastique de type "Mylar" R . 

La figure lc represente une vue en coupe 
longitudinale vue de face. 

La figure Id represente une coupe de la zone 
reservoir surmontee d f un filtre. 

DESCRIPTION DE L 1 INVENTION : 

L 1 invention concerne un precede et un dispositif 
permettant le dosage rapide dans un echantillon d'une 
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substance glyquee ou glycosylee ; compte tenu de 
1 1 importance des proteines glyquees et en particulier 
de 1 'hemoglobine glyquee dans le suivi de certaines 
pathologies, il sera tou jours plus particulierement 
fait reference a cette application ; cependant, l'homme 
du metier saura adapter le procede et le dispositif 
decrits ci-dessous a tout dosage de proteine glyquee ou 
glycosylee autre que 1 'hemoglobine glyquee. 

Le procede de determination et de dosage de la 
quantite d'une substance glyquee ou glycosylee presente 
dans un echantillon comprend les etapes suivantes : 

a) Appliquer ledit echantillon dans le receptacle 
(16) d'un boitier plastique, ledit receptacle (16) 
etant superpose a une zone constitute le. cas echeant 
d'un filtre (25), d'un reservoir (20) contenant un 
ligand (A) marque, cette zone reservoir (20) etant 
fixee sur ou contigue a une membrane (22) ayant la 
propriete de permettre la migration par capillarite des 
solutions contenant les molecules a doser et les paires 
d'affinites eventuellement formees dans la zone 
reservoir, et d' avoir une faible af finite pour les 
molecules biologiques. 

b) Laisser 1 1 echantillon migrer par capillarite a 
travers cette premiere zone jusqu'a une deuxieme zone 
de capture const ituee d'un support d'af finite (30) 
susceptible de retenir specif iquement la molecule 
glyquee ou glycosylee recherchee, 

c) Laisser 1 1 echantillon migrer par capillarite 
vers une troisieme zone garante (4 0) de bon 
fonctionnement de la reaction, ladite zone etant 
impregnee d'un ligand specif ique (B) du premier ligand 
(A), au niveau d'une bande (42), 

d) Lire la reponse par la presence ou 1' absence 
d'une bande (31) au niveau d'une premiere fenetre de 
lecture (17) laissant apparaitre la zone (30) de la 
reaction et le bon fonctionnement de la reaction par 
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observation d'une bande (42) a travers une deuxieme 
fenetre de lecture (18), 

e) Le flux de liquide entre le depot dans le 
receptacle (16) et la lecture du resultat de la 
reaction etant realise par l 1 existence d'un inoyen 
absorbant (50) possedant des proprietes hygroscopiques 
import antes et contigu a la membrane (40) ou au support 
d'affinite (30). 

La premiere zone reactive et le reservoir sont 
avantageusement une seule et meme zone, le reservoir 
contenant le ligand (A) de la premiere zone d'af finite, 
leguel y est present alors sous une forme seche 
rehydratable par 1 1 application de 1 'echantillon dans 
lequel la proteine glyquee a doser est eventuellement 
presente . 

Dans le procede selon 1» invent ion, la premiere 
zone reservoir (2 0) est constitute d'un materiau choisi 
pouvant jouer le role de contenant tel que la 
cellulose, les derives de la cellulose, un polyester de 
type nylon, des polymeres fibreux ou microporeux de 
type polyester haute densite, des fibres d'origine 
vegetale, animale, minerale ou synthetique, sous forme 
de poudre, de comprimes ou de couches multiples, et 
presentant avec ou sans traitement des proprietes de 
faible adsorption des molecules biologiques. 

Dans cette premiere zone reactive, constitute du 
reservoir contenant le premier ligand (A) de la 
reaction, ledit ligand peut selon la substance glyquee 
recherchee, etre notamment un anticorps, un glycane, 
une lectine, un substrat ou un inhibiteur enzymatique, 
une enzyme, un element du couple haptoglobine- 
hemoglobine, ou toute molecule presentant une af finite 
particuliere avec I'analyte a doser et susceptible de 
presenter une mobilite chroma tographique apres son 
couplage avec ladite molecule a doser. 
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Le procede de 1' invention implique que le ligand 
present dans la premiere zone soit marque par une 
substance dont les caracteristiques physico-chimiques 
permettent de reveler la presence de l'analyte 
recherchee par mesure d'une adsorption ou d f une 
modification d'une lumiere a une ou plusieurs longueurs 
d'ondes situees dans 1 1 ultra-violet, le visible ou 
1 1 infrarouge. Cela peut etre une simple detection 
visuelle par un marquage par des particules colloldales 
contenant un metal, par exemple de l'or, marquage 
realise par des techniques maintenant classiques et 
telles que decrites par exemple dans les brevets 
US 4.859.612, US 4.313.734 ou les demandes de brevet 
EP 291.194 ou EP 560.411, EP 398.913. 

Le ligand selon le procede de 1* invention peut 
egalement etre couple a un marqueur organo-metallique 
permettant de reveler la presence du produit ayant 
reagi par detection infrarouge, la longueur d'ondes 
etant dependante dudit marqueur utilise. 

II apparait clairement que ce type de compose 
permet, en utilisant differents types de marqueur 
organo-metallique dont la presence est revelable a des 
longueurs d'ondes differentes en infrarouge, de 
proceder sur le meme test a des detections de plusieurs 
analytes recherchees. 

La deuxieme zone reactive est une zone de capture. 
La capture signifie que le complexe molecule glyquee - 
ligand doit etre specif iquement retenu, a 1" exclusion 
du complexe proteine non glyquee - ligand sachant que, 
dans le cas par exemple ou la proteine a rechercher est 
1 1 hemoglobine glyquee , un anticorps monoclonal 
specif ique de 1 'hemoglobine ou 1 'haptoglobine pourra se 
lier aussi bien sur 1 'hemoglobine glyquee que sur 
1 'hemoglobine non glyquee. 

Dans le procede de 1' invention, la matrice de la 
deuxieme zone reactive sera done une matrice differente 
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de celle de la premiere zone reactive et sera modif iee 
de fagon a presenter des proprietes d' adsorption 
selective du couple ligand/proteine recherchee, 
discriminante vis a vis du meme couple lorsgue la 
proteine n'est pas glyquee* 

Cette reactivite selective de la deuxieme zone 
reactive peut etre obtenue soit par utilisation d'une 
membrane echangeuse d'ions, par exemple de cations gui 
elle sera capable specif iguement de retenir des 
substances presentant une charge negative, cela peut 
etre egalement une membrane de nitrocellulose activee 
notamment par de l'acide aminophenylboronique de telle 
fa<?on a former un complexe avec les groupes cis-diol 
des sucres et en particulier du fructose , et en 
particulier du glucose present en liaison covalente sur 
1 'hemoglobine glyguee ; cette reactivite peut etre 
egalement obtenue : 

- par greffage de residus ou de molecules ionisables 
tels les residus R-NH 2 , R-OH, R-SH, 

- par greffage de residus possedant des proprietes 
hydrophobes, tels des chaines polycarbonees, des 
residus de type R-CH 3 , R-phenyl, 

par greffage de residus ayant des proprietes 
chimigues react ives tels des residus epoxy, aldehyde, 
carboxyl , halogenyl , 

par greffage de residus ayant des proprietes 
biochimigues ou immunologigues appropriees tels un 
glycane, une lectine, un substrat ou inhibiteur 
enzymatigue, un element du couple avidine-biotine, un 
element du couple hemoglobine-haptoglobine, ou toute 
molecule presentant une affinite particuliere avec 
l'analyte a doser recherche. 

II apparait clairement que ce qui est important 
dans le principe du procede decrit ci-dessus, c'est 
gu f au niveau de la deuxieme zone reactive, il y ait 
capture specif ique d'un complexe prealablement forme 
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entre la proteine recherchee et le ligand marque 
present dans la premiere zone reactive ; aussi il y a 
reversibilite des positions entre les premiere et 
deuxieme zone du ligand marque et de la substance ayant 
une affinite particuliere pour les sucres portes par la 
substance recherchee. A titre d ! exemple, tou jours dans 
le cas de 1 'hemoglobine glyquee, si la premiere zone 
reactive comprend un anticorps anti-hemoglobine ou de 
1 'haptoglobine, I'un ou l'autre marque par de l'or 
colloidal, la deuxieme zone devra comprendre par 
exemple une resine d'echange d'ions susceptible 
d 1 absorber specif iquement 1 'hemoglobine glyquee ou une 
matrice de chromatographie greffee avec une lectine, ou 
enfin une membrane activee au boronate ; si au 
contraire, la premiere zone reactive contient un ligand 
specif ique d'une proteine glyquee, par exemple une 
lectine, alors la deuxieme zone reactive devra 
comprendre par exemple une substance telle un anticorps 
anti-hemoglobine couple au support d' affinite qui 
pourra discriminer parmi toutes les proteines glyquees 
presentes dans 1 1 echantillon 1 'hemoglobine glyquee. 

La membrane de la deuxieme zone peut etre composee 
de tout materiau, seul ou en melange, presentant les 
proprietes d' adsorption selective de l'analyte a doser 
et de migration et de capillarite permettant a 
1 'echantillon de se deplacer et d'entrainer l'analyte a 
doser a travers les zones reactives ; cette deuxieme 
zone reactive peut etre composee de deux parties 
distinctes et contigues ayant I 1 une des deux ou les 
deux proprietes enoncees ci-dessus. 

Si la reactivite de la membrane de la deuxieme 
zone peut etre obtenue directement par ses proprietes 
intrinseques, par exemple rapport hydrophobicite/ 
hydrophilicite adequat, la charge ionique ou la 
capacite d 1 absorption, ou apres traitement approprie 
par des greffages de residus ou des molecules telles 
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que citees plus haut, il sera cependant prefere pour un 
test simple d'utiliser dans la premiere zone un ligand 
marque reconnaissant specif iquement la partie proteique 
de la proteine glyquee ou glycosylee et dans la 
deuxieme zone une resine d'echange d'ions, par exemple 
cationique, ou un support d'af finite comportant une 
lectine permettant de discriminer dans le premier 
couple d'af finite forme dans la premiere zone 
comprenant le ligand (A) , celui qui comprendra la 
molecule de sucre, de le bloquer au niveau de cette 
deuxieme zone d'af finite et, par une lecture directe et 
simple, d'en mesurer la presence et la quantite. 

Le precede de 1 ' invention est caracterise en ce 
que le flux de liquide a travers le dispositif est 
genere par un materiau hygroscopique (50), par exemple 
de la ouate de cellulose, des derives de cellulose, des 
polyesters de type nylon, des polymeres fibreux ou 
microporeux du type polyester haute densite, ou toutes 
fibres d'origine vegetale, animale, minerale ou 
synthetique, sous forme de poudre comprimee ou de 
couches multiples et susceptibles de drainer par 
capillarite le liquide depose dans le reservoir, jouant 
ainsi un role de buvard. 

Cette zone buvard peut, en outre, etre precedee en 
amont par une zone (40) de contrdle de bon 
f onctionnement de la reaction et eliminer toute 
reaction entre un anticorps monoclonal utilise a titre 
de ligand avec des anticorps anti-anticorps de souris, 
de rat ou autre espece qui auraient pu pre-exister dans 
1 'echantillon a doser. 

Cette zone (40) peut egalement contenir un temoin 
de bon f onctionnement de la reaction (42). 

La presente invention est egalement relative a un 
dispositif (10) pour la detection et la determination 
d'une proteine glyquee ou glycosylee presente dans un 
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echantillon et caracterise en ce qu'il comprend au 
moins trois zones : 

a) Une zone reservoir (20) contenant un ligand 
specif ique de la proteine glyquee, le cas echeant 
surmonte d'un moyen de filtration (25), cette zone 
reservoir (2 0) etant fixee sur une membrane (22) ayant 
la propriete de permettre la migration par capillarite, 

b) Une zone reactive composee d'une membrane 
activee (30) presentant des proprietes d 1 adsorption 
selective de la substance a doser et des proprietes de 
migration par capillarite, contigue, ou superposee 
partiellement a la membrane (22), et constitute d'un 
materiau different de la membrane (22), 

c) Le cas echeant, une zone constitute d'une 
membrane (40) sur laquelle a ete adsorbee une molecule 
biologique (42) permettant de verifier le bon 
fonctionnement de la reaction, 

d) Un moyen absorbant (50) permettant de favor iser 
le flux de liquide a travers les differentes zones 
decrites en a),b),c), et contigu a la membrane activee 
(30) ou a la membrane (4 0) de la zone de bon 
fonctionnement, 1' ensemble (12) comprenant la zone 
reservoir (20), le moyen de filtration (25), la 
membrane activee (30) , la membrane (40) et le moyen 
absorbant (50) etant fixes sur un film de polyethylene 
(60) de type "Mylar", 1' ensemble (12) pouvant lui-meme 
etre positionne dans un boitier (14) muni d f un 
receptacle (16) permettant de recevoir 0,05 ml a 
0,5 ml de liquide a tester, et de deux fenetres, la 
premiere (17) laissant apparaitre le resultat de la 
reaction et la deuxieme (18) laissant apparaitre le 
temoin de bon fonctionnement de la reaction. 

La zone reservoir (20) contient un ligand (A) 
pouvant former une premiere paire d'af finite avec la 
substance a doser, le ligand etant modi fie ou 
susceptible d ! etre modifie par un marqueur permettant 
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de le localiser seul ou inclus dans une premiere paire 
d'af finite, ce reservoir (2 0) etant superpose ou 
adjacent a une membrane (22) traitee de telle fagon 
qu'elle presente de faibles capacites d 1 adsorption de 
molecules biologiques et de fortes proprietes de 
migration et de capillarite permettant a 1 ' echantillon 
de se deplacer et d' entrainer la substance a doser a 
travers les zones reactives. 

La deuxieme zone reactive de 1' ensemble (12) est 
composee d'une membrane activee (30) presentant des 
proprietes d 1 absorption selective de la substance a 
doser (par exemple par interaction ionique, par 
interaction hydrophobe, par af finite, par 
immunoaf finite) . Une propriete importante de cette 
deuxieme zone est qu'elle peut etre composee d'un 
materiau ou d'un melange de plusieurs materiaux qui en 
tout etat de cause sont differents de ceux du materiau 
de la premiere zone reactive. Dans cette deuxieme zone 
d'af finite, le support lui-meme est modifie de telle 
fa<?on qu'il presente une af finite avec le couple 
d ! af finite forme dans la premiere zone, et par 
consequent cette deuxieme zone sert en meme temps de 
capture et d 1 arret de la migration de tous les 
complexes d f af finite formes contenant la molecule 
recherchee , a 1 1 exclusion des complexes d ■ af finite 
formes n'ayant pas la molecule recherchee. 

II s'agit done d'appliquer ici le principe de la 
chromatographie par interaction ou par affinite 
permettant ainsi de bloquer la substance recherchee. 

Le dispositif comprend egalement un element 
absorbant dont le role est de provoquer ou de favoriser 
le flux de liquide a travers les zones precedentes. Cet 
element peut etre compose d'un ou plusieurs materiaux 
ayant des proprietes hygroscopigues. Cet element peut 
en outre et le cas echeant etre precede par une zone de 
controle de bon f onctionnement de la reaction : par 
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exemple si un anticorps antihemoglobine a ete utilise 
dans la premiere zone d'af finite, 1 'hemoglobine non 
glyquee pourra etre utilisee dans la zone de controle 
afin d'eliminer des reactions non specif iques qui 
auraient pu avoir lieu entre des substances presentes 
dans le liquide biologigue et la membrane d f af finite 
(30). L 1 ensemble des elements contigiis ou partiellement 
superposes (20), (25), (30), (40) et (50) ou une partie 
de cet ensemble depourvu des elements (2 5) ou (40) ou 
les deux, est place sur un support plastigue (60) , 
laissant apparaitre des fenetres. Ces trois parties 
peuvent egalement etre placees de maniere superposee ou 
en couches. 

Le dispositif de 1' invention decrit ci-dessus 
permet en un test simple, rapide en une seule etape de 
discriminer dans un liquide donne, une forme 
moleculaire depourvue de sucre et une forme moleculaire 
ayant subi une glycation ou une glycosylation. 

Le dispositif allie done le principe de la 
chromatographie a celui de la chimie seche ; en effet, 
le dispositif de 1" invention comprend dans ses deux 
zones reactives, d f une part le ligand marque de la 
proteine a rechercher, et d 1 autre part une membrane 
d'af finite ayant soit des proprietes intrinseques 
permettant de capturer de f agon specif ique le couple 
d'affinites ainsi marque, par exemple une charge 
ionique, ou alors apres traitement approprie portant 
des groupe greffes de type molecule ionisable par 
exemple R-NH 2 , R-OH, R-COH, R-SH, ou hydrophobe du type 
R-CH 3 , R-phenyl ou des proprietes chimiques reactives 
de type epoxy, aldehyde, carboxyl, halogenyl ou enfin 
des proprietes biochimiques ou immunologiques 
appropriees, par exemple anticorps, glycane, peptide ou 
tout type de molecule deja cite plus haut presentant 
une af finite particuliere avec l'analyte a doser. 
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Certains des elements de ce dispositif sont 
prealablement traites afin, d'une part d'eliminer des 
liaisons non specif igues entre la proteine a doser et 
les differents supports et d' autre part, assurer une 
longue conservation sans alteration des differentes 
molecules biologiques immobilisees dans le dispositif. 
Le reservoir (20) est prealablement a son utilisation 
sature par du tampon PBS additionne de sucrose 10 % et 
de lait demi-ecreme en poudre a 5 % ; apres 15 minutes 
a temperature ambiante, le reservoir est seche a 37°C±2 
pendant une heure. Les zones de migration, notamment 
les zones (25) et (4 0) sont en un mater iau de type 
nitrocellulose qui ont une forte affinite pour les 
molecules biologiques ; cette forte affinite est 
utilisee notamment dans la zone (40) de test de bon 
f onctionnement de la reaction pour fixer la molecule 
permettant de verifier ce bon f onctionnement , par 
exemple un anticorps anti-haptoglobine ou de 
1 'hemoglobine dans le cas du test de 1 'hemoglobine 
glyquee. Puis apres la fixation des molecules 
biologiques, les membranes sont saturees par une 
solution tamponnee contenant des proteines, notamment 
du lait ecreme en poudre. 

L 1 ensemble comportant le ligand et eventuellement 
les molecules greffees est ensuite deshydrate par toute 
technique appropriee et notamment la lyophilisation, ce 
qui permet une conservation de plusieurs mois de ce 
dispositif pret a l'emploi. L'addition au moment de 
I'emploi dans le reservoir (20) de 1 1 echantillon 
liquide, par 1 1 intermediate du receptacle (16), 
conduit a une rehydratation immediate du ligand et 
permet la migration par capillarite dirigee par 
l'absorbant (50) grace a ces proprietes hygroscopiques. 

Les differentes zones decrites ci-dessus dans le 
dispositif de 1 ' invention sont placees sans 
discontinuity dans un module en matiere plastique ou 
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boitier (14) permettant a la fois une bonne prehension 
de ce dispositif et laissant apparaitre les deux zones 
reactives, a savoir la zone de capture par 
1 • intermediaire d'une fenetre (17) et la zone de 
controle (18) . 

La presente invention est egalement relative a 
1 'utilisation d'un dispositif tel que decrit ci-dessus 
pour mesurer la quantite de substance glyquee ou 
glycosylee dans un echantillon contenant la meme 
substance, soit a l'etat glyque soit a l'etat 
glycosyle. 

Une utilisation qui parait tout a fait avantageuse 
compte tenu de l'etat de la technique decrite plus 
haut, est un dosage de 1 'hemoglobine glyquee qui 
apparait chez les patients diabetiques ; un tel dosage 
d 'hemoglobine glyquee peut permettre a un medecin ou au 
patient lui-meme de suivre son taux de glycemie soit en 
prevention soit en suivi de traitement medicamenteux. 

Outre 1 'application au dosage de 1 'hemoglobine 
glyquee dans le suivi du diabete, tout type 
d' application peut etre envisage ; il peut s'agir 
notamitient de verifier l'etat de glycosylation d'une 
molecule recombinante secretee dans une culture de 
cellules eucaryotes ; un tel suivi peut etre 
particulierement avantageux pour les scientif iques qui 
chercheraient a determiner la meilleure cellule hote 
pour exprimer une proteine recombinante en utilisant le 
critere de la qualite de la glycosylation. 

L 1 original ite du type de dispositif et de procede 
de mise en oeuvre decrit ci-dessus, est de comporter 
differents types de zones reactives juxtaposees ou 
superposees, dont certaines d'entre elles utilisent 
directement les proprietes de chromatographic 
d'affinites, ou par echange d'ions utilisees dans les 
methodes de chromatographie classique, et ce combinees 
avec les reactions d'affinites classiques, dans une 
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phase mobile decrite dans le test de diagnostic rapide 
de l'etat de la technique tel que mentionne plus haut. 

Ce test de diagnostic permet en une seule etape, 
sans etape de lavage ni de revelation enzymatique, ni 
utilisation d'appareillages ou de connaissances 
techniques particulieres, de doser la presence d'une 
proteine glyquee dans un echantillon. En effet, le 
manipulateur applique directement 1 ■ echantillon a doser 
sur le reservoir contenant le traceur specifique de la 
proteine glyquee a doser, ainsi que les tampons 
destines a favoriser la liaison entre la proteine 
glyquee a doser, et la membrane reactive. L' ensemble 
penetre dans le dispositif grace au receptacle (16) et 
traverse les differentes zones reactives par 
capillarite grace a 1" action de la zone jouant le role 
d 1 absorbant . Si 1 1 echantillon contient 1 1 analyte a 
doser , celui-ci reagit avec le ligand marque 
prealablement present dans le reservoir (20) ; le 
complexe est ensuite entraine par le flux capillaire de 
1 'echantillon a travers la membrane jusqu'a la deuxieme 
surface reactive ou il est piege grace a la nature meme 
de cette zone de react ivite. Si une coloration 
apparait, le test est posit if. Dans le cas contraire, 
1 'echantillon ne contient pas I 1 analyte glyque ou 
glycosyle recherche. Ce test est sensible, la deuxieme 
zone reactive, egalement zone de capture, par sa nature 
meme, conduit a une phenomene de concentration des 
reactifs sur la membrane ; il peut en outre etre 
quantitatif grace aux caracteristiques intrinseques des 
reactifs : en effet, une coloration apparait a partir 
d'une concentration predeterminee de 1' analyte a doser, 
liee a un equilibre entre le ligand et le marquage du 
ligand. Enfin, ce type de test presente un cout 
unitaire tres faible. D'autres avantages et precisions 
apparaitront a la lecture des exemples ci-apres 
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concernant le dosage de 1 'hemoglobine glyquee et aux 
figures. 

Exemple 1 : preparation d*un dispositif selon 

I 1 invention permettant de doser 1 ■ hemoglobine glyquee : 

technique par af finite. 

I - PREPARATION PES REACTIFS 

A - Preparation de la solution de traceur 

Le traceur pourra etre compose, par exemple d'un 
anticorps polyclonal ou monoclonal couple a des 
particules d'or colloidal. 

a) Cas d'un anticorps polyclonal 

L 1 anticorps est dialyse contre une solution de 
borate de sodium a 2 mM tamponnee a pH 9, pendant deux 
heures et a temperature ambiante. 

La concentration de la solution d 1 anticorps est 
ajustee a 0,1 mg/ml avec la solution de borate de 
sodium a 2 mM tamponnee a pH 9. 

A 2 ml de la solution d 1 anticorps sont ajoutes 
20 ml d'une suspension de microparticules d'or 
colloidal dont le diametre moyen est compris entre 10 
et 30 nm. 

Le melange est mis sous agitation pendant cinq 
minutes a temperature ambiante. 

II est centrifuge a 15 000 g pendant t rente 
minutes et a 4°C. 

Le surnageant est elimine et le culot est repris 
dans 5 ml d'une solution de Tris a 2 0 mM tamponnee a 
7,4 et contenant 1% de serum-albumine bovine, 0,1% de 
Tween 20 et 0,5% de polyethylene glycol 3 000. 

Le melange reactionnel est a nouveau centrifuge 
deux fois dans les memes conditions. 

A 1' issue de la troisieme centrifugation, le culot 
est repris dans 1 ml d'une solution de Tris a 20 mM 
tamponnee a 7,4 et contenant 1% de serum-albumine 
bovine, 0,1% de Tween et 0,5% de polyethylene glycol 
3000. 
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La densite optique de la solution est mesuree a 
595 nm. 

La solution de traceur ainsi obtenue est stable 
six xaois a 4°C. 

b) Cas d'un anticorps monoclonal 

Le point isoelectrique de 1» anticorps considere 
est prealablement determine par electrophorese en 
isoelectrofocalisation (IEF) . 

L 1 anticorps est dyalise centre une solution de 
borate de sodium a 2 mM tamponnee a un pH superieur de 
0,5 unite au point isoelectrique de l 1 anticorps 
considere, pendant deux heures et a temperature 
ambiante. 

La suite du protocole est rigoureusement identique 
a ce qui a ete enonce plus haut concernant un anticorps 
polyclonal. 

c) Cas particulier de 1 'haptoqlobine 

Le protocole adopte sera celui concernant les 
anticorps polyclonaux. 

B - Preparation de la premiere zone reactive 

La premiere zone reactive ou "reservoir" (20) est 
preparee par impregnation de la phase solide par un 
tampon permettant de placer 1 1 echantillon a doser dans 
des conditions ideales de pH et de force ionique. Ce 
tampon sera choisi en fonction de la nature de la 
seconde zone reactive ou "support de la reaction" (30). 

Nous pouvons citer a titre d'exemple, dans le cas 
ou le support de la reaction serait une membrane de 
nitrocellulose activee par l'acide 

aminophenylboronique, un tampon a base d f acetate 
d 1 ammonium . 

Une feuille de ouate de cellulose est immergee 
dans une solution d' acetate d 1 ammonium a 30 mM 
tamponnee a pH 8,2 pendant quinze minutes a temperature 
ambiante et sous legere agitation. 
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La feuille est mise a secher dans une etuve a 37 °C 
pendant trois heures. 

Si son utilisation n'est pas immediate, la feuille 
peut etre stockee sous vide, en presence de dessicant 
et a temperature ambiante. Dans ces conditions, elle 
est stable un an. 

Sinon, la feuille est decoupee aux dimensions 
voulues et le traceur y est depose a raison de 20 pi 
d'une solution de densite optique a 595 nm comprise 
entre dix et guinze unites d 1 absorption (UA) . 

Les reservoirs ainsi obtenus sont seches dans une 
etuve a 37 °C pendant trois heures. 

Si leur utilisation n'est pas immediate, les 
reservoirs peuvent etre stockes sous vide, en presence 
de dessicant et a temperature ambiante. Dans ces 
conditions, ils sont stables un an. 
C - Preparation de la deuxieme zone reactive 

La deuxieme zone reactive ou "support de la 
reaction" est constitute, par exemple d'une membrane de 
nitrocellulose activee chimiquement par l'acide 
aminophenylboronique . 

La membrane est immergee dans une solution 
d 1 acetate d' ammonium a 30 mM tamponnee a pH 8,2, 
pendant quinze minutes a temperature ambiante et sous 
legere agitation. 

La membrane est mise a secher dans une etuve. 

La membrane est decoupee aux dimensions voulues. 

Si son utilisation n'est pas immediate, la 
membrane peut etre stockee sous vide, en presence de 
dessicant et a temperature ambiante. Dans ces 
conditions, elle est stable un an. 
II - MONTAGE DU DISPQSITIF 

Les zones reactives ainsi obtenues et decoupees 
aux dimensions voulues sont lyophilisees et assemblies 
de maniere joint ive dans un module en matiere plastique 
(14). Les dispositifs obtenus sont emballes sous vide 
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en presence d'un dessicant. Dans ces conditions, ils 

sont stables un an a temperature ambiante. 

Exemple 2 : Preparation d'un dispositif de dosage de 

1 ■ hemoglobine glyguee : technique par echange d'ions. 

I - PREPARATION PES REACTIFS 

A - Preparation de la solution de traceur 

Le protocole est identique a celui de 1 1 exemple 1. 
B - Preparation de la premiere zone reactive 

Dans le cas de la mise en oeuvre de la technique 
par echange d'ions, nous pouvons citer a titre 
d 1 exemple, si le support de la reaction est de nature 
echangeur de cations (par exemple, les membranes 
Sartobind R S de Sartor ius) , un tampon a base de 
malonate de sodium. 

Une feuille de ouate de cellulose est immergee 
dans une solution de malonate de sodium a 25 mM 
tamponnee a pH 5,7 pendant quinze minutes a temperature 
ambiante et sous legere agitation. 

La feuille est mise a secher dans une etuve a 37 °C 
pendant trois heures. 

Si son utilisation n'est pas immediate, la feuille 
peut etre stockee sous vide, en presence de dessicant 
et a temperature ambiante. Dans ces conditions, elle 
est stable un an. 

Sinon, la feuille est decoupee aux dimensions 
voulues et le traceur y est depose a raison de 20 M l 
d'une solution de densite optique a 595 nm comprise 
entre dix et quinze unites d'aborption (UA) . 

Les reservoirs ainsi obtenus sont seches dans une 
etuve a 37 °C pendant trois heures. 

Si leur utilisation n'est pas immediate, les 
reservoirs peuvent etre stockes sous vide, en presence 
de dessicant et a temperature ambiante. Dans ces 
conditions, ils sont stables un an. 
C - Preparation de la deuxieme zone reactive 
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La deuxieme zone reactive ou "support de la 
reaction" est constitute, par exemple, d'une membrane 
echangeuse de cations de type Sartobind R S. 

La membrane est immergee dans une solution de 
malonate de sodium a 25 mM tamponnee a pH 5,7, pendant 
guinze minutes a temperature ambiante et sous legere 
agitation. La membrane est mise a secher dans une etuve 
a 37 °C pendant trois heures. 

La membrane est decoupee aux dimensions voulues. 

Si son utilisation n'est pas immediate, la 
membrane peut etre stockee sous vide, en presence de 
dessicant et a temperature ambiante. Dans ces 
conditions, elle est stable un an. 
D - Preparation de la troisieme zone reactive 

Le protocole est identigue a celui de 1" exemple 1. 
II - MONTAGE DU DISPOSITIF 

Les trois zones reactives ainsi obtenues et 
decoupees aux dimensions voulues sont lyophilisees et 
assemblies de maniere jointive dans un module en 
matiere plastigue (14). Les tests obtenus sont emballes 
sous vide en presence d'un dessicant. Dans ces 
conditions, ils sont stables un an a temperature 
ambiante. 

Exemple 3 : Realisation d'un diagnostic 

L'utilisateur du dispositif de I 1 invention pourra 
deposer dans le receptacle (16) 50 pi de sang total et 
150 pi de tampon de migration dans le receptacle (16) 
prevu a cet effet. Si la substance recherchee est dans 
1 'urine, l'utilisateur deposera alors dans le 
receptacle (16) prevu a cet effet 150 nl d" urine. 

Sachant que dans le reservoir (20), au moins 0,5 
fsg de proteine marquee a I'or colloidal ont ete 
prealablement fixes, l'utilisateur du test pourra apres 
depot de son echantillon observer la presence ou 
1" absence d'une bande violette dans la fenetre de 
lecture (16), la presence ou 1' absence de cette bande 
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etant le reflet direct de la presence ou de I 1 absence 
d'hemoglobine glyquee recherchee dans 1 1 echantillon. La 
presence d'une deuxieme bande violette dans la fenetre 
de controle du bon f onctionnement de la reaction (18) 
est necessaire a 1 1 interpretation de la lecture de la 
presence d'une bande dans la fenetre de lecture du test 
(17) . 

L'homme du metier saura en faisant bon usage de la 
combinaison de ces differentes zones, adapter le 
dispositif de 1» invention a la proteine glyquee ou 
glycosilee qu'il souhaite rechercher et egalement a la 
dose minimum de ce type de proteine qu«il souhaite 
detecter. 
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RE VENDI CATIONS 

1. Precede de determination et de dosage de la 
quantite d'une substance glyquee ou glycosylee presente 
dans un echantillon, caracterise en ce qu'il comprend 
les etapes consistant a : 

a) Appliquer ledit echantillon dans le 
receptacle (16) d'un boitier plastique, ledit 
receptacle (16) etant a l 1 aplomb a une zone constitute 
le cas echeant d'un filtre (25), d'un reservoir (20) 
contenant un ligand (A) marque, cette zone reservoir 
(20) etant contigiie a une membrane (22) ayant la 
propriete de permettre la migration par capillarite des 
solutions contenant les molecules a doser et les paires 
d'affinites eventuellement formees dans la zone 
reservoir et d' avoir une faible af finite pour les 
molecules biologiques , 

b) Laisser 1 1 echantillon migrer par capillarite a 
travers cette premiere zone jusqu'a une deuxieme zone 
de capture constitute d'un support d'af finite active 
(30) susceptible de retenir specif iquement la molecule 
glyquee ou glycosylee recherchee, ledit support etant 
de nature differente de la membrane (22), 

c) Laisser 1 1 echantillon migrer par capillarite 
vers une troisieme zone garante (40) de bon 
f onctionnement de la reaction, ladite zone etant 
impregnee au niveau d'une bande (42) d'un ligand 
specif ique (B) du premier ligand (A) , 

d) Lire une reponse par la presence ou 1" absence 
d'une bande (31) au niveau d'une premiere fenetre de 
lecture (17) laissant apparaitre la zone (30) et le bon 
f onctionnement de la reaction par observation d'une 
bande (42) a travers une deuxieme fenetre de lecture 
(18) , 
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e) Le flux de liguide entre le depot dans le 
receptacle (16) et la lecture du resultat de la 
reaction etant realise par 1 'existence d'un moyen 
absorbant (50) possedant des proprietes hygroscopiques 
importantes, contigu a la membrane (40) . 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise 
en ce que le reservoir (20) est constitue d'un materiau 
choisi parmi la fibre de verre, la cellulose, les 
derives de cellulose, le nylon, des polymeres fibreux 
ou microporeux de type polyester haute densite, des 
fibres d'origine vegetale, animale, minerale ou 
synthetique sous forme de poudre, de comprimes ou de 
couches multiples. 

3. Procede selon l'une des revendications 1 ou 2, 
caracterise en ce que le reservoir (20) est constitue 
d'une feuille de ouate de cellulose. 

4. Procede selon l'une des revendications 1 a 3, 
caracterise en ce que le ligand (A) est un anticorps 
monoclonal ou polyclonal specifique de la susbtance 
glyquee. 

5. Procede selon l'une des revendications 1 a 3, 
caracterise en ce que le ligand (A) est 1 1 haptoglobine. 

6. Procede selon l'une des revendications 4 ou 5, 
caracterise en ce que le ligand (A) est couple a des 
particules colloidales contenant un metal, notamment de 
l'or. 

7. Procede selon l'une des revendications 4 ou 5, 
caracterise en ce que le ligand est couple a un 
marqueur organo-metallique . 

8. Procede selon la revendication 1, caracterise 
en ce que le support d'af finite (3 0) est une membrane 
echangeuse d'ions, notamment echangeuse de cations. 

9. Procede selon la revendication 1, caracterise 
en ce que le support d'af finite (3 0) est une membrane 
de nitrocellulose activee, notamment par l'acide amine 
phenylboronique . 
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10. Procede selon la revendication 1, caracterise 
en ce que la reactivite selective du support d'af finite 
(3 0) est obtenue, soit : 

- par greffage de residus ou de molecules ionisables 
tels les residus R-NH 2 , R-OH, R-COH, R-SH, 

- par greffage de residus possedant des proprietes 
hydrophobes tels des chaines polycarbonnees, des 
residus de type R-CH 3 , R-phenyl, 

par greffage de residus ayant des proprietes 
reactives tels des residus epoxy, aldehyde , carboxyl, 
halogenyl, 

par greffage de residus ayant des proprietes 
biochimiques ou immunologiques appropriees tels un 
glycane, une lectine, un substrat ou inhibiteur 
enzymatique, un element du couple avidine-biotine, un 
element du couple hemoglobine-haptoglobine, ou toute 
molecule presentant une af finite particuliere avec 
l'analyte a doser. 

11. Procede selon la revendication 1 caracterise 
en ce que le support d'af finite (30) est contigu a une 
zone de controle de bon f onctionnement de la reaction 
(4 0) constitute d'une membrane prealablement impregnee 
d ! un ligand (B) specif ique du premier ligand (A) au 
niveau d'une bande (42). 

12. Procede selon la revendication 1, caracterise 
en ce que la zone constitute d'un materiau 
hygroscopique, notamment la ouate de cellulose ou des 
derives de cellulose, de nylon, d'un polymere fibreux 
ou microporeux de type polyester haute densite, des 
fibres d'origine vegetale, animale, minerale ou 
synthetique, sous forme de poudre, de comprimes ou de 
couches multiples. 

13. Procede selon l'une des revendications 1 a 12, 
caracterise en ce que la lecture de la reaction est 
effectuee par moyen optique dans la lumiere visible ou 
dans 1 1 inf rarouge . 
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14. Dispositif (10) pour la detection et la 
determination d'une proteine glyquee ou glycosylee 
presente dans un echantillon caracterise en ce qu f il 
comprend au moins trois zones dont deux zones 
reactives : 

a) Une zone reservoir (20) contenant un ligand 
specif ique de la proteine glyquee, le cas echeant 
surmonte d'un moyen de filtration (25), cette zone 
reservoir (20) etant fixee sur une membrane (22) ayant 
la propriete de permettre la migration par capillarite, 

b) Une zone reactive composee d'une membrane 
activee (30) presentant des proprietes d' adsorption 
selective de la substance a doser et des proprietes de 
migration par capillarite, contigiie, ou superposee 
partiellement a la membrane (22), et constitue d'un 
mater iau different de la membrane (22) , 

c) Le cas echeant une zone constitute d'une 
membrane (40) sur laquelle a ete adsorbee une molecule 
biologique (42) permettant de verifier le bon 
f onctionnement de la reaction, 

d) Un moyen absorbant (50) permettant de favoriser 
le flux de liquide a travers les differentes zones 
decrites en a) ,b) ,c) , et contigu a la membrane activee 
(30) ou a la membrane (40) de la zone de bon 
f onctionnement, 1" ensemble (12) comprenant la zone 
reservoir (20), le moyen de filtration (25), la 
membrane activee (3 0) , la membrane (40) et le moyen 
absorbant (50) etant fixes sur un film de polyethylene 
(60) de type "Mylar" R , 1 'ensemble (12) pouvant lui- 
meme etre positionne dans un boitier (14) muni d'un 
receptacle (16) permettant de recevoir 0,05 ml a 0,5 ml 
de liquide a tester, et de deux fenetres, la premiere 
(17) laissant apparaitre le resultat de la reaction et 
la deuxieme (18) laissant apparaitre le temoin de bon 
f onctionnement de la reaction. 
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15. Dispositif selon la revendication 14, 
caracterise en ce que le reservoir (20) est constitute 
d'un materiau choisi parmi la fibre de verre, la 
cellulose, les derives de cellulose, le nylon, des 
polymeres fibreux ou microporeux de type polyester 
haute densite, des fibres d'origine vegetale, animale, 
minerale ou synthetique sous forme de poudre, de 
comprimes ou de couches multiples, et le reservoir est 
constitue d'une feuille de ouate de cellulose. 

16. Dispositif selon I'une des revendications 14 
et 15, caracterise en ce que avant usage, l 1 ensemble 
des elements qui lui sont constitutifs sont 
deshydrates. 

17. Dispositif selon l'une des revendications 14 a 
18, caracterise en ce que le ligand de la premiere zone 
reactive est choisie parmi les molecules presentant une 
affinite particuliere pour la substance glyquee a 
doser, notamment les anticorps monoclonaux ou 
polyclonaux, 1 'haptoglobin^, les lectines. 

18. Dispositif selon I 1 une des revendications 14 a 
17, caracterise en ce que le ligand (A) est couple a 
des particules colloidales contenant un metal, 
notamment de l'or. 

19. Dispositif selon l'une des revendications 14 a 
17, caracterise en ce que le ligand est couple a un 
marqueur organo-metallique. 

20. Dispositif selon la revendication 14, 
caracterise en ce que la zone reactive (30) est une 
membrane echangeuse d 1 ions , notamment echangeuse de 
cations. 

21. Dispositif selon la revendication 14, la zone 
reactive (30) est une membrane de nitrocellulose 
activee, notamment par l^cide amine phenylboronique. 

22. Dispositif selon la revendication 14, 
caracterise en ce que la reactivite selective de la 
zone reactive (3 0) est obtenue soit : 



WO 95/34815 



PCT/FR95/00776 



33 

- par greffage de residus ou de molecules ionisables 
tels les residus R-NH 2 , R-OH, R-COH, R-SH, 

- par greffage de residus possedant des proprietes 
hydrophobes tels des chaines polycarbones , des residus 
de type R-CH 3 , R-phenyl, 

par greffage de residus ayant des proprietes 
react ives tels des residus epoxy, aldehyde, carboxyl, 
halogenyl, 

par greffage de residus ayant des proprietes 
biochimiques ou immunologiques appropriees tels un 
glycane, une lectine, un substrat ou inhibiteur 
enzymatique, un element du couple avidine-biotine, un 
element du couple hemoglobine-haptoglobine , ou toute 
molecule presentant une af finite particuliere avec 
l'analyte a doser. 

23. Dispositif selon la revendication 14, 
caracterise en ce que la zone buvard est constitute 
d'un mater iau hygroscopique, notamment la ouate de 
cellulose ou des derives de cellulose, de nylon, d'un 
polymere fibreux ou microporeux de type polyester haute 
densite, des fibres d'origine vegetale, animale, 
minerale ou synthetique, sous forme de poudre, de 
comprimes ou de couches multiples, 

24. Dispositif selon l'une des revendications 14 a 
23, caracterise en ce que les differentes zones 
reactives sont placees sans discontinuity dans un 
module en matiere plastique laissant apparaitre les 
deux zones (30) et (40) reactives par 1 ' intermediate 
de fenetres (17) et (18) . 

25. Utilisation d'un dispositif selon l'une des 
revendications 14 a 24 pour mesurer la quantite de 
substance glyquee ou glycosylee dans un echantillon 
contenant la meme substance a l'etat non glyquee ou 
glycosylee. 

26. Utilisation selon la revendication 25, 
caracterisee en ce que la substance est 1 'hemoglobine 
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glyquee et que 1 'utilisation en est le suivi de la 
glycemie chez les sujets diabetiques. 

27. Utilisation selon la revendication 25 , 
caracterisee en ce que la substance est une proteine 
glycosylee secretee par un hote cellulaire recombinant 
contenant le gene de la proteine comme gene 
heterologue. 
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1-27 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

Rcnseigncmcnts rclatifs aux ..icmbres dc families dc brevets 



Derr Internationale No 

PCT/FR 95/00776 



Document brevet cite 
au rapport de recherche 



Date de 
publication 



Membre(s) de la 
famille dc brevet(s) 



Date de 
publication 



Er-A-560411 


15-09-93 


AU-B- 


626207 


23-07-92 






AU-B- 


1622888 


02-12-88 






AU-B- 


8048994 


09-03-95 






AU-B- 


8049094 


09-03-95 






DE-D- 


3887771 


24-03-94 






DE-T- 


3887771 


26-05-94 






DE-U- 


8805565 


18-08-88 






EP-A- 


0291194 


17-11-88 






EP-A- 


0560410 


15-09-93 






ES-T- 


2050704 


01-06-94 






FR-A- 


2614423 


28-10-88 






W0-A- 


8808534 


03-11-88 






GB-A- 


2204398 


09-11-88 






JP-A- 


6180320 


28-06-94 






JP-A- 


6160388 


07-06-94 






JP-B- 


7046107 


17-05-95 






JP-T- 


1503174 


26-10-89 






AU-B- 


656966 


23-02-95 






AU-B- 


1704992 


27-08-92 






AU-B- 


656967 


23-.Q2-95 






AU-B- 


1705092 


27-08-92 


tr-A-ooZZ31 


09-02-94 


AU-B- 


4427493 


10-02-94 






CA-A- 


2101472 


04-02-94 






DK-A- 


88293 


04-02-94 






FI-A- 


933434 


04-02-94 






JP-A- 


6167497 


14-06-94 


CD-A-C1 OOQrt 

tr-A-blZoyU 


11-11-92 


JP-A- 


5126832 


21-05-93 






AU-B- 


660972 


13-07-95 






AU-B- 


1595592 


05-11-92 






i r\ a 

JP-A- 


5149951 


15-06-93 


EP-A-520202 


30-12-92 


DE-A- 


4121493 


07-01-93 


EP-A-559164 


08-09-93 


DE-A- 


4206932 


09-09-93 






AU-B- 


3387193 


16-09-93 






CN-A- 


1081765 


09-02-94 






CZ-A- 


9300291 


19-01-94 






JP-A- 


6011510 


21-01-94 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

Renseigncmcnts reladfs aux mcmbres dc families de brevets 



Den Internationale No 

PCT/FR 95/00776 



Document brevet cite 
au rapport de recherche 



Date de 
publication 



Membre(s) de la 
famille de brevet(s) 



Date de 
publication 



EP-A-559164 



NZ-A- 
SI-A- 



247054 
9300108 



24-02-95 
30-09-93 



EP-A-573972 



15-12-93 



JP-A- 
JP-A- 



6066796 
6066795 



11-03-94 
11-03-94 
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